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(54) Title: SAMPLING DEVICE WITH INTEGRATED DOSIMETER AND FUNCTION DISPLAY AND SAMPLING PROCESS 
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VERFAHREN ZUR PROBENNAHME 

(57) Abstract 

The invention relates to a sampling device 
and a process for the selective collection, enrich- 
ment and separation of the materials and/or bio- 
logical systems (analytes) to be determined from 
the sample matrix concerned, which permits not 
only the current functional indication of the state 
of charge but also a quantification of the analyte 
on dosimeter-like principles. This is achieved by 
the invention by specially analyte-selective collec- 
tion phases on a receptor basis, the analyte binding 
sites of which are, however, saturated before every 
use with an easily detected "indicator substance". 
The latter is forced out of the binding sites of the 
receptor by the analytes to be detected and this can 
be immediately recognised by the naked eye if the indicator compounds are labelled with bright colours or fluorescence, and in other cases 
easily detected by means of internal or external sensors. This novel combination of a sampling device and dosimeter has considerable 
advantages over the prior art devices owing to the recognition of analyte ruptures which become obvious especially in trace analyses or the 
analysis for extremely dangerous substances. 




(57) Zusammenfassung 



Die Erfindung nchtet sich auf cine Probennahme- Vorrichtung und ein Verfahren zum selektiven Sammeln, Anreichem und Abtrennen 
der zu bestimmenden Stoffe und/oder biologischer Systeme (Analyte) von der betreffenden Probe-Matrix, das zusatztich zu einer aktuellen 
Funktionsanzeige des Beladungszustandes eine Quantifiziening des Analyten nach dosimeterahnlichen Prinzipien ermdglicht Dies wird 
erfindungsgemaB durch besonders analyt-selektive Sammelphasen auf Rezeptor-Basis erreicht, deren Analyt-Bindungsstellen jedoch vor 
jedem Einsatz mit einer leicht feststellbaren sog. Indikationssubstanz abgesattigt sind. Letztere wild durch die zu bestimmenden Analvte 
aus den Bindungsstellen des Rezeptors verdrangt, was bei stark gefarbten oder fluoresziierenden Labeln der Indikationsverbindungen sofort 
nut bloBen Augen erkennbar ist, bei anderen mittels intemer oderextemer Sensoren leicht feststellbar ist. Diese neuartige Kombination von 
Probennahme- Vomchtung und Dosimeter weist gegenuber den bisherigen Probennahme-Vorrichtungen wegen des Erkennens von Analyt- 
Durchbruchen erhebhche Vorteile auf, die besonders bei Spurenanalysen oder der Analyse auf extrem gefihrliche Substanzen augenfallig 
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Vorrichtung zur probennahme 
15 mit integrierter Dosimeter- und Funktionsanzeige 

und Verfahren zur Probennahme 



Die Erfindung richtet sich auf eine Probenahme-Vor- 
richtung und ein Verfahren zum Sammeln, Anreichern 

20 und Abtrennen der zu bestimmenden Stoffe oder komple- 

xen biologischen und nicht-biologischen Systeme (= 
Analyte) von der Probenmatrix, die auf eine neuartige 
Weise gleichzeitig eine Funktionspriif ung verbunden 
mit einer Quantif izierung der zu bestimmenden Sub- 

25 stanz(en) (Analyte) ermoglicht. 



Die Nachfrage nach quantitativen Analysen komplexer 
Stof fgemische ist in den Bereichen Umweltanalytik und 
in der medizinischen Diagnostik wegen eines gestiege- 

30 nen UmweltbewuBtseins und groBen Interesses an einer 

raschen und zuverlassigen medizinischen Diagnostik 
und Vbrsorge stark angestiegen. Im Bereich der 
Umweltanalytik, aber auch auf dem Gebiet der biologi- 
schen und medizinischen Analytik wird die Qualitat 

35 einer chemischen Analyse entscheidend von der Quali- 



WO 96/35121 



PCT/DE96/00821 



tat der Probenahme und der Probenvorbereitung im La- 
bor gepragt. Vor allem auf dem Gebiet der Spurenana- 
lyse miissen die Analyte, je nach der Nachweisgrenze 
der jeweils verwendeten Analysenmethode, in vielen 
5 Fallen vor der eigentlichen chemisch-analytischen 

Bestimmung noch angereichert oder aufkonzentriert 
werden. Bei diesem Vorgang sollten aber die nicht zu 
bestimmenden (analysierenden) Bestandteile einer Pro- 
be (= Probenmatrix) nicht mit angereichert werden, da 

10 sie dann unter UmstSnden die eigentliche chemisch- 

analytische Bestimmung der Analyte wegen einer nicht 
mehr ausreichenden Selektivitat der betreffenden Be- 
stimmungsmethode stbren konnen. Daher ist eine ein- 
fache Aufkonzentrierung durch beispielsweises Ver- 

15 daropfen (Einrotieren im Rotationsverdampfer) des L6- 

sungsmittels oder Auflosen der gesamten Gasprobe in 
einer kleinen Losungsmittelmenge (im Sinne einer Gas- 
wasche) nicht die optimale Losung. 

20 Optimal ist, wenn die Anreicherung auch mit einer 

Abtrennung von unerwiinschten Probenbestandteilen ver- 
bunden ist. Fur eine chemische Analyse von gasformi- 
gen oder fliissigen Proben haben sich daher verschie- 
dene Probenahmetechniken bewahrt. 

25 

Bei gasformigen Proben versucht man eine Anreicherung 
der Analyte verbunden mit einer gleichzeitigen Ab- 
trennung von der Hauptgasmenge dadurch zu erzielen, 
dafl man (wie in vielen DIN-Methoden beschrieben) das 

30 Probegas durch mit einem speziellen Ab- oder Adsorp- 

tionsmittel gefiillte Sammelrohrchen leitet, daB die 
Analyte mit oder ohne eine chemische Veranderung (Ab- 
fangreaktion) bevorzugt zuriickhalt und die Probenma- 
trix ohne quantitative Ab- oder Adsorption oder chro- 

35 matographischer Verzogerung passieren laBt. Zur 
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eigentlichen chemischen Analyse werden die so aufkon- 
zentrierten und mehr Oder weniger von der Matrix be- 
freiten Analytraolekiile mittels geeigneter MaBnahmen 
von der betreffenden Sammelphase heruntergespiilt, 
5 wozu fur diese Eluation miniinale Mengen von Gas oder 

Flussigkeit Anwendung finden sollen. 

Die bekannten Gas-Sammelrohrchen sind dazu, ahnlich 
wie im Falle einer gefiillten Chromatographie-Saule, 
mit einer sog. stationaren Phase gefiillt, die die zu 
bestimmenden Stoffe (Analyte) besonders effektiv bin- 
den. Dazu werden dera derzeitigen Stand der Technik 
entsprechend bevorzugt Adsorptions- (Grundlage: Ad- 
sorptionsisothermen) oder Absorptionskraf te (Grundla- 
ge: Nernstscher Verteilungssatz) ausgenutzt. Beide 
Effekte sind leider nicht molekul- und damit analyt- 
spezifisch, sondern wirken bevorzugt iiber die bekann- 
ten schwachen Wechselwirkungskrafte (van der Waals, 
Dipol-Dipol, hydrophobe Wechselwirkungen, etc.), die 
z.B. durch die Polar itat eines Molekuls vorgegeben 
sind. 

Bei gasformigen Proben verwendet man dazu vorzugswei- 
se die bekannten stationaren Phasen der Gaschromato- 
25 graphie, die fur die Analyte ein besonders ausgeprag- 

tes Bindungsvermogen aufweisen, wahrend die Probenma- 
trix-Bestandteile nur schwach gebunden werden. Eine 
mehr oder weniger analyt-selektive Bindung und damit 
quantitative Trennung von der Matrix kommt aber lei- 
30 der durch diese Adsorptions- oder Absorptionskraf te 

(zwischen einer Gasphase und einem diinnen Fliissig- 
keitsfilm - analog den betreffenden Chromatographie- 
Arten) nicht zustande. Nach dem Stand der Technik 
werden in diesem Sammelrohrchen oder BehSltern 
35 (Waschf laschen, Impinger oder dergl.) entweder gut 
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adsorbierende Stoffe, wie Aktivkohle, Silicagel, Alu- 
miniumoxid, Mg-Silikate (Florasil) , Zeolithe, Moleku- 
larsiebe o.a. verwendet. Die Desorption der Analyte 
zur nachfolgenden Analyse erfolgt dann vorzugsweise 
5 bei erhohter Temperatur (Thermodesorption) . Eluens 

kann ein Gas oder auch eine Fliissigkeit mit guter 
Loslichkeit fiir die Analytmolekiile sein. 

Bei fliissigen Proben nutzt man bevorzugt Verteilungs- 
gleichgewichte aus. Daher werden hier die ent- 
sprechenden typischen stationaren Phasen aus der Ver- 
teilungschromatographie (vergleiche: Autorenkollektiv 
(1981), Analytikum, VEB Deutscher Verlag fiir die 
Grundstof f industrie, Leipzig), wie z.B. Carbowax 300, 
Squalan, Apizon, SE 30, SE 52, OV 17 oder auch bevor- 
zugt das hochpolymere Tenax u.a. eingesetzt, die als 
diinner Fliissigkeitsf ilm auf einem inerten, gekornten 
Tragermaterial aufgezogen sind. Letzteres befindet 
sich als Sammelphase in der betreffenden Sammelvor- 
richtung. 

Die Auswahl des fiir den Analyten am besten geeigneten 
Fliissigkeitsf ilm und die Wahl des geeigneten Elua- 
tionsmittels richtet sich nach dem sog. Chromatogra- 
25 phischen Dreieck, das dem Fachmann gelaufig ist. Hier 

wird zunachst die Auswahl der stationaren Sammelphase 
anhand maximaler WechselwirkungskrMfte (polare Analy- 
te benotigen polare Sammelphase, unpolare ent- 
sprechend unpolare Phasen) getroffen. 

30 

Bei der Probenahme von fliissigen Proben hat sich an- 
stelle einer Extraktion mit geeigneten Losungs- 
mitteln, die nachher zwecks Auf konzentrierung wieder 
eingeengt und entsorgt werden miissen, in den letzten 
35 Jahren die sog. Festphasen-Extraktion (Solid Phase 
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Extraction, SPE) an festen, stationaren Phasen, die 
der Fliissig-Chromatographie entliehen sind, zur An- 
reicherung und Zuriickhaltung der Analyte und einer 
Matrix-Abtrennung sehr bewahrt. Bei dem entsprechen- 
5 den Sanuneln von Analyten aus fliissigen Proben beruht 

die erf olgreichste Technik der sog. Festphasen-Ex- 
traktion auf einer Verteilung eines vorzugsweise li- 
pophilen Analyten in einer entsprechenden Phase nied- 
riger Polar itat. Besonders geeignet zum Sammeln und 
10 Auftrennen wenig polarer Analytmolekiile sind sog. 

beispielsweise Reversed-Phase (RP) -Fiillmaterialien 
(z.B. RP-12 Oder RP-18) . 

Sowohl die Probenahme von Gasen als auch die von 
15 fliissigen Proben lafit sich aber erf indungsgemafi in 

Anlehnung an die Af f initats-Chromatographie besonders 
vorteilhaft gestalten. Die Idee der vorliegenden Er- 
findung ist, dafi man als Analyt-Sammelphase analyt- 
spezifische oder mindestens -selektive Rezeptoren 
20 (biologischer oder nichtbiologischer Art oder Her- 

kunft) verwendet. Als selektiv analyt-bindende Rezep- 
toren sind alle Substanzen geeignet, die analog dem 
Prinzip der Antigen (= Analyt) - Antikdrper Wechsel- 
wirkung (Schliissel-SchloB-Prinzip oder "Induced-Fit" 
25 Handschuh-Prinzip) substanzerkennende Eigenschaften 

haben. Derzeit sind dazu weiter geeignet und auch 
bekannt : 

Antigen-Antikorper-Ab-Fragmente , DNA-komplimentare 
DNA (Prinzip der DNA-Sonden) oder analoge Systeme auf 

30 RNA Basis, Gast-Wirtsmolekule der sog. supramolekula- 

ren Chemie, oder stationare Tragermaterialien, in 
deren OberflSche das oder die zu sammelnden Analyt- 
Molekiilformen nach der sog. "Molecular Imprinting 
Technik" eingeformt wurden, so daB dabei die jeweils 

35 zur Analyt -Molekulform komplimentare Form dort als 
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Vertiefungen (Abdruck) auftreten. 

Wegen der iiberaus groBen Spezifitat und sehr starken 
und selektiven Bindung von Analytmolekiilen (z.B. Af- 
finitatskonstante ca. > io'°) , erlaubt die Verwendung 
von analytmolekiil-spezifischen Rezeptoren als Sammel- 
phase wesentlich bessere Analyt-Isolierungen und - 
Anreicherungen als alle anderen, bekannten Verfahren. 

Bei der Sammlung aus gasformigen Proben muB aller- 
dings bei Verwendung biologischer Rezeptoren (Anti- 
korper, Antikorper-Fragmente, DNA, RNA oder dergl.) 
eine gewissen Feuchtigkeit vorhanden sein, damit die 
Funktionsfahigkeit der betreffenden Proteinraolekiile 
(Tertiar- und Quartar-Struktur) zur selektiven Ana- 
lyt-Anbindung erhalten bleibt; daher ist in solchen 
Fallen eine Gaswasche mit einer wassrigen oder par- 
tiell wassrigen Pufferlosung vorzuschalten. Bei flus- 
sigen Proben braucht nur ein bestimmter pH-Wert und 
eine bestimmte IonenstSrke eingehalten werden, damit 
die Proteinstruktur nicht denauturiert und damit die 
spezifische Analytbindungseigenschaf t verloren geht. 

In alien Fallen, d.h. sowohl bei den erstgenannten 
Sammelmaterialien auf Basis der Adsorption oder Ab- 
sorption (Verteilung) wie auch bei den Sammelmateria- 
lien auf Analyt-Rezeptor-Basis ist aber der jeweils 
aktuelle Beladungszustand (Grad der Absattigung mit 
Analytmolekiilen) der betreffenden Sammelvorrichtung 
und damit auch das sog. Ana lyt-Durchbruchsvo lumen 
(verlustbringender, unkontrollierter Austritt aus der 
betreffenden Sammelvorrichtung wegen tiberladung) der 
so gesammelten Probe zunachst unbekannt. Man mufi zur 
Ermittlung dieses Probevolumens die maximal von der 
Sammelvorrichtung zuriickgehaltene Analytmenge jeweils 



WO 96/35121 



PCT/DE96/00821 



7 

fur jede Sammelvorrichtung einzeln ermitteln. Dies 
geschieht i.d.R. empirisch aus Versuchen mit synthe- 
tischen Standards. So erhalt der Fachmann analytkon- 
zentrations-abhangige, maximale Probenvolumina, bei 
5 denen der Analyt Oder die Analyte noch zu 100 % in 

der Sammel- und Trennvorrichtung zuriickgehalten wer- 
den. 



Es ist im Sinne einer richtigen Spurenanalytik von 
zentraler Bedeutung, daB bei der Sammlung, Anreiche- 
rung und Matrix-Abtrennung des oder der Analyte eine 
Wiederf indungsrate von 100 % vorliegt. Das Durch- 
bruchsvolumen kennzeichnet jene Probenmenge (Volumen 
an Probengas oder -f liissigkeit) , die in einer vorge- 
gebenen Zeit durch die Sammelvorrichtung geleitet 
werden diirfen, bevor die ersten Analytmolekule wieder 
aus der Sammelvorrichtung austreten und daher fur 
eine spatere Quant if izierung nicht mehr zur Verfugung 
stehen. Dies zieht Minderbefunde nach sich. 

Das Durchbruchsvolumen ist aber zusatzlich auch von 
der Probenmatrix abhangig. Liegen mehr ahnlich gebau- 
te Molekiile wie das Analytmolekul (oder -ion) in der 
Probenmatrix vor, so wird beispielsweise das 
Durchbruchsvolumen entscheidend verkleinert, weil die 
Sammelphase nur eine bestimmte, endliche Kapazitat 
hat. Xhnlich konnen bei fliissigen Proben auch ober- 
f ISchenaktive Substanzen in der Matrix wirken. Eine 
Erwarmung wirkt ebenfalls vermindernd auf das Durch- 
bruchsvolumen. Wegen dieser starken Abhangigkeit von 
der individuellen Matrix der betreffenden Probe und 
der Sammelbedingungen, werden von erfahrenen Fachman- 
nern i.d.R. besondere VorsichtsraaBnahmen ergriffen, 
um einen Durchbruch (= Austritt aus der Sammel-Vor- 
richtung noch wahrend der Sammelphase) des oder der 
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Analyte zu verhindern bzw. auszuschlieBen. 

Zur Verhinderung einer sog. Uberladung der Sammelpha- 
se in der jeweiligen Sammelvorrichtung und damit ei- 
5 nes Durchbruchs des oder der Analyten und damit eines 

Verlustes schaltet man mindestens ein zweites Gas- 
oder Fltissigkeits-Sammelrohrchen hinter dem ersten 
und bestimmt auch in dieser und alien weiteren so in 
Serie geschalteten Sammelvorrichtungen den oder die 
10 Analyte und addiert diese Gehalte zu dem Wert, die 

mit dem Haupt-Sammel-System erhalten wurde. 

Nach der Sammel- und Abtrennphase mit Anreicherung 
des oder der Analyten in der Sammelvorrichtung 

15 (Waschflaschen, RShren, Kartuschen, Kapillaren o.a.) 

wird bei gasformigen Proben entweder der oder die 
Analyte durch Temperaturerhohung (Thermodesorption) 
oder durch eine Extraktion mit wenig Losungsmittel 
aus der Sammel-Vorrichtung gebracht und eine abgemes- 

20 sene Menge chemisch analysiert. Bei der Festphasen- 

Extraktion von flttssigen Proben, wird das den Analy- 
ten am besten eluierende Losungsmittel durch die Sam- 
mel-Vorrichtung geleitet und den Oder die Analyte so 
der eigentlichen Analyse zugefiihrt. In beiden Fallen 

25 ist natiirlich die insgesamt durch die Sammelvorrich- 

tung geflossene Probenmenge bekannt. 

Da sowohl bei der oben erwahnten Gasprobennahme-Me- 
thode wie auch bei der fur Fliissigkeiten, jegliche 

30 ttberladung zu fehlerhaften Analysen fiihrt, besteht 

das Problem letztere zu erkennen, urn sicher zu gehen. 
Bei stark schwankenden Analyt-Konzentrationen und 
variierender Matrix, Tempera tur und Probe-Sammelge- 
schwindigkeit konnen selbst die Hintereinanderreihung 

35 mehrerer Sammelvorrichtungen nicht mehr ausreichen, 
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GroBer Nachteil der letztgenannten, bisher aus- 
schlieBlich praktizierten Methode ist der ent- 
sprechend vervielfachte Arbeitsaufvand und die starke 
Widerstandserhohung fur den Probenf lufi durch mehrere 
hintereinandergeschaltete Vorrichtungen. Da die ei- 
gentliche Sammelzone aus Griinden kurzer Diffusions- 
wege der Analyte zu entsprechenden Bindungsstellen 
auf der Oberflache des meist pulverf ormigen Sammelma- 
terials relativ dicht gepackt (geschiittet) ist, wirkt 
diese Zone als starkes Stromungshindernis, d.h. es 
konnen sich dort, je nach Korngrofie des Fiill-, Tra- 
ger- und Sammelmaterials, betrachtliche Druckverluste 
aufbauen. 



Da man aber aus Griinden des AusschlieBens von Ein- 
schleppungen von Verunreinigungen die Probenahmepumpe 
fluBmaBig stets hinter den Sammelvorrichtungen plat- 
ziert (Ansaugen der Probe) , konnen so leicht Grenzen 
des Probendurchsatzes erreicht werden. Eine ist bei- 
spielsweise die, daB ftir eine vernunftige Probenge- 
schwindigkeit ein derartig hohes Vakuum hinter der 
Sammelvorrichtung erzeugt werden muB, daB die betref- 
fende Probenf lussigkeit zu sieden beginnt. Bei den 
proteinchemischen Sammelphasen auf Basis analyt-spe- 
zifischer biologischer Rezeptoren mit entsprechenden 
Analyt-Bindungsstellen kann das Problem der Protein- 
Denaturierung durch die verschiedensten Ursachen 
(Temper atur, Druck, pH-Wert, Ionenstarke, chaotrope 
Matrix, Schwermetalle o.a. Gifte, etc.) auftreten und 
zum Versagen der Sammelvorrichtung fuhren, ohne daB 
andere, auBere Anzeichen darauf hindeuten. Ein dena- 
turiertes Protein hat alle Antigen (= Analyt) -bin- 
denden Eigenschaften verloren, d.h. es liegt eine 
verfiigbare SammelkapazitSt von Null vor. Die betref- 
fende Sammelvorrichtung ist dadurch zur Probenahme 
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ungeeignet geworden. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es auch, eine 
verbesserte Probenahme- und Sammelvorrichtung und ein 
5 damit auszufuhrendes Verfahren zu schaffen, das in 

der Lage ist, den jeweils aktuellen Analyt-Beladungs- 
(-belegungs)Zustand zu erfassen und eine einfache, 
automatische Funktionspriifung einer Sammelvorrichtung 
fur gasformige und flussige Proben zu ermog lichen, 
10 wobei gleichzeitig im Sinne einer qualitatsteigernden 

Probenahmetechnik darttber hinaus damit auch noch eine 
vorprobenartige Analyt-Quantif izierung durchgefiihrt 
werden kann. 

15 Die Aufgabe wird erf indungsgemafi dadurch gelbst, daB 

die betreffenden, fur den oder die Analyte optimale 
stationare Sammelphase nicht - wie ublich - unbelegt, 
also mit freien Ad- oder Absorptionsplatzen, sondern 
erf indungsgemafi bereits mit einer allerdings schwa- 
20 cher ad- oder absorbierten oder rezeptor-gebundenen 

verbindung (hier: Verdrangungssubstanz oder Indika- 
tionsverbindung oder -substanz genannt) belegt (ge- 
sattigt mit dieser zu verdrangenden Substanz) benutzt 
wird. Die von den zu sammelnden Analyten leicht zu 
25 ersetzende verdrangungssubstanz/Indikationsverbindung 

ist erfindungsgemaS geeignet markiert, so daB man 
anhand einer moglichst einfach zu erkennenden Markie- 
rungszone oder eines Integrals ignals eines kleinen, 
nachgeschalteten, auf die durch den oder die Analyten 
30 verdrangte, markierte Substanz ansprechenden Durch- 

fluBdetektors (oder interner und/oder externer Senso- 
ren leicht feststellen kann, ob die zu sammelnden 
Analyte diesen Markierungsstof f bzw. diese Indika- 
tionsverbindung) schon vollstandig aus dem aktiven 
35 sammelphasenbereich der Vorrichtung verdrSngt haben 
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Oder nicht, was einem zu vermeidenden Durchbruch mit 
den bekannten Nachteilen gleich kame. Das Integralsi- 
gnal stellt die Aufsummierung aller Detektor- (Sen- 
sor) signale dar und entspricht der bekannten Gesamt- 
5 menge an Indikationsverbindung, die bis zum Zeitpunkt 

durch die Analyte verdrangt wurde. Da die Gesamt-Ka- 
pazitat der Sammelphase an Analyt-Bindungsstellen 
bekannt ist, laBt sich so jede restliche Sammelkapa- 
zitat ermitteln. 

10 

Die durch den Analyten zu verdrangende Indikations- 
verbindung besteht i.d.R. aus einem analytahnlichen 
Bindungsmolekiil mit schlechter Anbindung an die Sam- 
melphase als das oder die Analytmolekiile, welches 
15 aber zusatzlich kovalent mit einer geeigneten Markie- 

rung versehen ist oder eine intrinsisch enthalt. 



Die Art der Markierung dieser Indikationssubstanz ist 
erf indungsgemaB unerheblich. Besonders vorteilhaft 
20 sind allerdings solche, die mit bloBen Augen und/oder 

minimalen Hilfsmitteln, z.B. mittels einfacher inter- 
ner oder externer Sensoren feststellbar sind. 



Die Auswahl der optimal geeigneten markierten Verbin- 
dung, die im Verlauf der Probenahme durch die Analyt- 
molekiile zu yerdrangen ist, erfolgt bei den chromato- 
graphischen Sammelmaterialien anhand des chromatogra- 
phischen Dreiecks, indem als zu verdrangendes MolekUl 
eine Grundsubstanz verwendet wird, die unter den ge- 
gebenen Bedingungen kaum oder sehr schlecht auf einer 
entsprechenden adsorptions- oder verteilungschromato- 
graphischen Saule zuruckgehalten wird. Handelt es 
sich beispielsweise bei der anzureichernden und zu 
sammelnden Analytmolekulsorte um eine besonders lipo- 
phile Verbindung, die bevorzugt von einer RP-Phase 



,4 
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festgehalten werden, so mufl die markierte 
Verdrangungssubstanz weniger lipophil sein, was durch 
einen um den Faktor > 10 unterschiedlichen Ver- 
teilungskoeff izienten ausgedriickt werden kann. In 
5 diesera Fall ist die OberflSche der Sammelphase eben- 

falls lipophil (z.B. RP-18 Phase). Handelt es sich 
beispielsweise beim Analyten um eine hydrophile, po- 
lare Verbindung, so wird bevorzugt eine polare Sam- 
melphasenoberflache zur Anreicherung und Abtrennung 
10 des Analyten gewahlt und eine weniger polare Markie- 

rungssubstanz zusammen mit einem ebenfalls weniger 
polaren Losungsmittel verwendet. 

Bei den neuartigen Sammelmaterialien auf Analyt-Re- 
15 zeptor-Basis (z.B. immunchemische Bindung mittels 

Antikorper oder analytbindende Antikorperfragmente 
sowie Molecular-Imprinting Technik) eignet sich er- 
findungsgemaB das Analyt-Molekul selbst, wenn es bei- 
spielsweise kovalent an molekulmaBig groBere Markie- 
20 rungsatomgruppen (konjugierte Molekiilgruppe mit ge- 

eigneten optischen, elektrochemischen oder anderen, 
zur Markierung geeigneter Eigenschaften) gebunden 
ist. In diesem Fall fiihrt die sterische Hinderung 
des so markierten Analyt-Molekuls zu einer kleineren 
25 Aff initatskonstante, was der erf indungsgemaB beab- 

sichtigten, weniger festen Anbindung (oder Assozia- 
tion) an die Rezeptorphase entspricht. 

Als geeignete Markierungsmolekiile oder -atomgruppie- 
30 rungen haben sich in vielen eigenen VersuchslSuf en 

besonders bewShrt: 

stabile Farbstof f-Molekiile mit besonders hohen, mole- 
kularen Extinktionskoef f izienten, f luoreszierende Mo- 
lekiile mit starker Emissions-Intensitat im sichtbaren 
35 Bereich des Spektrums, Redox-Systeme auf Basis von 
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Molekiilen oder Ionen mit besonders hoher Standard- 
Austauschstromdichte, weiterhin: 

elektrochemisch aktive (leicht ohne hohe Uberspannung 
reduzier- oder oxidierbare Molekule) sowie bestimmte 
5 Ionophore, Enzyme, massenerhohende Gruppen, DNA/RNA- 

Label oder dergl., wie sie von den Immuno-Assays oder 
DNA-Sonden her bekannt sind. 

Bei molekiilmaBig zu kleinen Markierungsgruppen, die 
bei kovalenter Anbindung an das Analyt-Molekiil die 
Af f initatskonstante zu wenig erniedrigen, so daB die- 
se Indikationsverbindung zu schlecht von den Analyten 
verdrangt wird, kann man erf indungsgemaB auch ein dem 
Analytmolekiil ahnliches mit einem zum betreffenden 
Rezeptormolekul passenden Epitop nehmen, wenn diese 
markierte Verbindung dann eine hinreichend schwachere 
Bindung mit der Bindungsstelle des betreffenden Re- 
zeptors eingeht. Hinreichend bedeutet erf indungsgemaS 
eine urn den Faktor mindestens 2 kleinere Aff initats- 
konstante . 

Bei den Sammelmaterialien auf Analyt-Rezeptor-Basis 
ist die Art des inerten Tragermaterials fur die ana- 
lyterkennenden Rezeptormolekiile unerheblich. Wichtig 
25 ist nur, daB das betreffende Tragermaterial packungs- 

mSBig in den meist saulenartigen Sammelvorrichtungen 
nicht zu einem zu hohen Druckverlust fiihrt. 

Erf indungsgemaB kann man die Kapazitat des Sammelrau- 
30 mes auch durch eine Kaskadenanordnung von mit ent- 

sprechenden, analytf angenden Rezeptormolekiiien bela- 
denen Filterpapieren oder probedurchlassigen Kunst- 
stoff-Folien mit entsprechenden grofieren Durchmessern 
erhohen. Stand der Technik auf dem Gebiet der inerten 
35 Tragermaterialien fur biologische und nicht biologi- 
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sche Rezeptoren sind porose, druckstabile Trager 
(z.B. controlled pore glass, cpg, Kunststof f-Partikel 
oder solche auf anorganischer Basis, wie Silicagel 
o.a.) . 

5 

Wesentlich geringere Druckverluste treten in einer 
erfindungsgemaB mit einem aufgerollten planaren Tra- 
ger (z.B. Filterpapier, Dialysierf olien, Cellophan- 
oder Kunststoffmembranen) gefullten Probesammelvor- 
10 richtung auf. 



Hier konnen die analyt-selektiven Rezeptormolekiile 
auf beiden Seiten des Tragers, der durch Abstandsvor- 
richtungen mit definierten Zwischenrauraen operiert, 
immobilisiert werden. Entsprechende Anordnungen kennt 
der Fachmann aus dem Gebiet der Entsalzungsanlagen 
auf Basis der Umkehrosmose Oder der Elektrodialyse. 
Durch die dadurch gegebenen kurzen Dif fusionsstrecken 
der Analyt-Molekiile zu den betreffenden Bindungsstel- 
len der Rezeptoren wird die Kinetik der Anbindung der 
Analyt-Molekiile an die betreffenden Bindungsstellen 
sehr beschleunigt. 

Desweiteren konnen erfindungsgemaB als Sammelvorrich- 
tung umfunktionierte dialysierschlauch-ahnliche An- 
ordnungen (z.B. aus der Blutwasche bei Nierenkranken 
stammend) benutzt werden, wenn die mit der Probe in 
Kontakt kommenden Oberflachen mit immobilisierten, 
analyt-bindenden Rezeptoren iiberzogen sind. Eine sol- 
che Anordnung kann beispielsweise weit iiber 100 re- 
zeptorbeladene Schlauche mit Einzeldurchmessern unter 
einem Millimeter und Langen von iiber 10 cm enthalten. 
Die Probestromung kann sowohl durch die Schlauche als 
auch urn die Schlauche herum wie auch beim Vorliegen 
geeigneter Stromungs-Charakteristik beides zusammen 
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erfolgen. Wichtig ist eine Langsanstromung. Durch 
eine solche vorteilhafte Anordnung der Sammelphase 
wird eine groBe Beladungskapazitat bei einem sehr 
geringen Druckverlust erreicht. Vorteilhafte Ausfuh- 
rungsformen bestehen aus durchsichtigen Materialien 
und lassen die zur einfachen optischen Erkennung not- 
wendigen Wellenlangen durchtreten, was ein einf aches 
Erkennen des Beladungszustandes mit dem bloBen Auge 
ermoglicht. Die jeweils andere Oberflache der Schlau- 
che, die nicht mit der Probe in Kontakt ist, kann bei 
der Verwendung von Dialysierschlauchen ggfs. auch 
noch mit einer Losung hoherer Osmolaritat gespiilt 
werden, so daB die zu sammelnden Analyt-Molekule zu- 
satzlich auch noch durch eine Stromung der Losungs- 
mittel-Molekiile in die Nahe der Bindungsstellen der 
Rezeptoren getrieben werden. Mussen niedermolekulare 
Analyte von hochmolekularen getrennt werden, dann 
werden die analytbindenden Rezeptoren vorteilhafter- 
weise auf jener Seite der Dialysemembran immobili- 
siert, die nicht mit der Probe in Kontakt steht, weil 
so bei einem richtig gewahlten molekularen Cut-off 
hierbei eine doppelt wirkende Abtrennung erzielt 
wird. Diese Probenahmetechnik ist besonders zur Ge- 
winnung von Analyten aus biologischen Oder medizini- 
schen Proben geeignet. 

Die richtige Orientierung der analyterkennenden Re- 
zeptormolekiile ist die, bei der die spezifische Ana- 
lyt-Bindungsstelle von der inerten Trageroberf lache 
weg zeigt, da dann eine rasche und ungehinderte Bin- 
dung des zu sammelnden Analyten eintritt und so auch 
eine optimale Bindungsstellen-Dichte gegeben ist. 
Dazu werden in der Literatur zahlreiche Methoden be- 
schrieben, die hier nicht Gegenstand der Erfindung 
und dem Fachmann gelaufig sind. 
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Die rezeptorbelegten Sammel- und Kollektorphasen fiir 
die betreffenden Analyt-Molekvile werden beim erfin- 
dungsgemafien Verfahren vor jedem neuen Einsatz der 
Analyt-Sammel- und Abtrennvorrichtung mit der Indika- 
5 tionsverbindung abgesattigt (iiberschuflvermeidend be- 

laden) . Der Beladungsvorgang ist entweder an der di- 
irekt oder indirekt (z.B. Bestrahlen mit Licht geeig- 
neter Wellenlange bei Fluoreszenzmarkern) , sichtbaren 
AnfSrbung der Sammelzone oder bei undurchsichtigen 
10 Samroelvorrichtungen und/oder anderer Markierung durch 

den Durchbruch dieser Indikationsverbindung in den 
Durchflufidetektor feststellbar . Ebenso ist detektor- 
maBig das Auswaschen eines Uberschusses verfolgbar. 

15 Da die so raarkierten Indikationssubstanzen im Laufe 

einer Probenahme sukzessive durch die sich anders 
verhaltenen Analyt-Molekule aus der betreffenden Sam- 
melzone verdrangt werden, ergibt sich so erfindungs- 
gemaB eine vielfache und sofortige Kontrollmoglich- 

20 keit der jeweils noch vorhandenen Beladungskapazitat 

der Probenahme- oder -Sammelvorrichtung. Damit wird 
ein bestehendes Problem der Spurenanalyse komplexer 
Proben besonders effektiv gelost. 

25 Bei konstanter und reproduzierbarer Packungsdichte 

der aktiven Sammelzone ergibt sich erf indungsgemaB 
vorzugsweise bei den besonders selektiv wirkenden 
Sammelmaterialien auf Rezeptor-Basis durch einfaches 
Abmessen der durch die zu sammelnden Analyt-Molektile 

30 veranderten Markierungszone (Strecke) nach entspre- 

chender Kalibrierung zusatzlich auch noch ein quanti- 
tativer Hinweis, der als Vorprobe dienen kann. Dieses 
Dosimeter-Verfahren kann dartiber hinaus auch vorteil- 
haft zur Ermittlung der fiir die nachfolgende analy- 

35 tische Bestimmung optimaler Analytkonzentration her- 
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angezogen werden, was iiberf liissige, zusatzliche Be- 
stimmungen erspart. Gleichzeitig wird durch die da- 
durch gegebene Redundanz der Ergebnisse die Zuverlas- 
sigkeit der betref f enden Analyse gesteigert. 

Bei der erf indungsgemaS moglichen Verwendung von ge- 
eigneten Rezeptoren, die selektiv bestimmte Substanz- 
klassen binden, ergibt sich daruber hinaus mittels 
einer derartigen neuen Sammelvorrichtung eine neue 
und besonders einfache und schnelle Methode zur zu- 
verlassigen Bestimmung einer Vielzahl von ent- 
sprechenden Summenparametern . Es versteht sich fur 
einen Fachmann von selbst, daB eine solche Sammelvor- 
richtung, die erfindungsgemaB mit einer auch als Do- 
simeter dienenden, Zustandsanzeige kombiniert ist, in 
den verschiedensten Einheiten, wie beispielsweise' 
Masse oder Molaritat kalibrierbar ist. 

Die vorliegende Erfindung vereinigt dadurch die be- 
kannten Techniken der Analyt-Anreicherung und Matrix- 
abtrennung bei gasformigen und fliissigen Proben mit 
einer neuen Technik der quantitativen Priifrohrchen- 
Analyse auf Analyt-Rezeptor-Basis. 

Im Fall eines Sammelmechanismusses auf chromatogra- 
phischer Basis wird, nach dem derzeitigen Stand der 
Technik zu urteilen, keine Indikationssubstanz zur 
on-line Sichtkontrolle der Funktionsweise verwendet, 
die auch quantitative AbschStzungen der Analytkonzen- 
tration ermoglichen wiirde. Alle bisher in der Litera- 
tur beschriebenen Probesammelvorrichtungen schlagen 
die Hintereinanderschaltung derartiger Vorrichtungen 
zur Vermeidung von Analytverlusten vor. Ahnlich au- 
Bern sich auch alle standardisierten Verfahren (z.B. 
DIN-, EPA- u.a. Vorschrif ten) . 
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Der Stand der Technik auf dem Gebiet der Priifrohrchen 
oder Dosimeter ist bisher dadurch charakterisiert, 
daB mehr oder weniger selektive cheraische Reaktionen 
des Analyten mit bestimmten Reagenzien ablaufen, die 
aber i.d.R. zu einer irreversiblen Veranderung des 
Analyten fiihren. Dadurch sind derartige Vorrichtungen 
zur Probenahme, Probenanreicherung und Abtrennung von 
Analyten weniger geeignet. Dosimeter auf dieser 
Grundlage sind seit langem in Einsatz und lassen sich 
i.d.R. nicht fur weitere Messungen regenerieren. 

Im Fall der erf indungsgemafien Probenahmevorrichtung 
auf Analyt-Rezeptor-Basis, werden die Analyt-Molekule 
unverandert und reversibel an die Rezeptormolekiile 
gebunden oder assoziiert. Sie konnen danach durch be- 
kannte, das Rezeptormolekul schonende Verfahren (pH- 
Wert Veranderung, chaotrope Reagenzien) wieder unver- 
andert abgespalten und einer chemischen Analyse zu- 
gefuhrt werden. Charakteristisch fur die vorliegende 
Erfindung ist daher auch die Reversibilitat der Sam- 
mel-, Anreicherungs- und Abtrennmechanismen sowie die 
der Regenerierbarkeit der dadurch gegebenen Dosime- 
ter. 

Bekannt sind direkte on-line immunochemische Monitore 
auf der Grundlage der Verdrangung eines schwacher 
gebundenen f luoreszenz-markierten Antigens von einer 
affinitatschromatographischen Saule in Form einer 
entsprechenden Kartusche. Hier dient aber die Regi- 
strierung der aus der Kartusche austretenden fluores- 
zierenden Verbindung als direktes Analysensignal (Be- 
stimmungssignal) . In keinem Fall erfolgt die Quanti- 
fizierung durch das Abmessen einer Strecke der Sam- 
melphase. Das optische Detektorsignal geht bei den 
dem Fachmann bekannten Assay-Verfahren bei Erschop- 
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fung des "Immuno-Reaktors" gegen Null, was schwer von 
dem Zustand bei geringen Analytspuren zu unterschei- 
den ist. Demgegenuber bleibt in einem solchen Fall 
bei der vorliegenden Erfindung die markierte Zone in 
der Sammelvorrichtung nahezu unverandert. Es ist aber 
trotzdem noch der aktuelle Beladungszustand sofort 
ablesbar. 



Bekannt sind auch weitere direkte Bestimmungstechni- 
10 ken in miniaturisierter Kit-Form, bei denen ein mar- 

kiertes Reagenz-Antigen nach entsprechender Verdran- 
gung durch das Analyt-Antigen in einen eng benachbar- 
ten Reaktionsraum eindif fundiert und dort beispiels- 
weise nit Hilfe zusatzlicher Reagenzien eine empfind- 
15 liche Chemolumineszenz erzeugt, die direkt gemessen 

wird. Diese und alle weiteren Verfahren zur direkten 
Anzeige und Quantif izierung niedermolekularer Molekii- 
le stellen direkte Bestimmungsverf ahren auf immuno- 
chemischer Basis (Immunoassays) und keine Probennah- 
20 metechniken, bzw. keine Kombination von Probenahme- 

mit Dosimetertechnik dar. 

Die vorliegende Erfindung stellt in erster Linie eine 
optimierte und besonders vorteilhafte Probenvorberei- 

25 tungstechnik dar, die die Sammlung der interessieren- 

den Analyten nit ihrer Anreicherung und Abtrennung 
von der Probenmatrix verbindet und die die eigentli- 
che hochgenaue Bestimmung des oder der Analyte mit- 
tels beliebiger Methoden gestattet. Dabei ist erfin- 

30 dungsgemaB die Art der Analyt-Anbindung durch sehr 

selektive immunochemische Bindungen oder mehr physi- 
kalisch-chemischer Adsorption oder Verteilung uner- 
heblich. Wichtig ist erf indungsgemafl die Einfachheit 
der Markierung und ihre Feststellung und damit die 

35 zuverlHssige Anzeige der jeweils (noch) vorhandenen 
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Analyt-SammelkapazitSt, die in vielen Fallen auch 
noch gleichzeitig als Dosimeter dienen kann. 



Wegen der groBen Vielzahl der Kombinationsmoglichkei- 
5 ten von stationaren Sammelphasen mit den unterschied- 

lichsten stromenden Phasen ermoglicht die Erfindung 
eine nicht naheliegende Erweiterung aller bisher be- 
schriebenen Immuno-Assay Techniken. Die Erfindung 
betrifft daher eine ideale Kombination von Probenah- 
10 metechniken mit Anreicherungs- und Abtrenntechniken, 

wobei je nach der vorher gewahlten Selektivitat der 
Sammelphase, nur ein einziger Analyt oder auch eine 
bestimmte Stoffklasse (Summenparameter-Bestimmung) 
gesammelt werden kann. 

15 

Die quantitative Gewinnung des so automatisch ange- 
reicherten und von der oft storenden Probenmatrix 
abgetrennten Analyten geschieht nach den bekannten 
Festphasenextraktionsmethoden, wobei die optische 

20 Verfolgung des Auswaschens des Restes der Indi- 

kationsverbindung die Extraktionsef f ektivitat zu kon- 
trollieren erlaubt; wenn sie nicht extrahiert wird. 
dann werden die gesammelten Analytmolekiile es erst 
recht nicht. Bei immunochemischen Methoden (affini- 

25 tatskontrollierte Sammlung von einer Analytmolekiil- 

sorte oder mehrere Sorten) werden die bekannten Tech- 
niken der schonenden Antikorper-Antigen-Dissoziation, 
wie beispielsweise die Eluation mittels chaotroper 
Reagenzien (z.B. Harnstoff u.a.) oder einer sauren 

30 Pufferlosung (pH zwischen 1 bis 3) dazu verwendet. 

Die Menge an Eluationsmittel ist so bemessen, daJi die 
Sammelphase dabei auch von der markierten Verbindung' 
befreit wird. 



35 



Umfangreiche Tests im Vorfeld der Erfindung haben 
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ergeben, daB gut (richtige Orientierung) immobili- 
sierte Af f initatsphasen viele dieser Regenerations- 
schritte ohne wesentliche EinbuBe an Funktionsf ahig- 
keit iiberstehen. Sie konnen durch erneute Beladung 
unter optimalen Bindebedingungen (pH-Wert, Ionenstar- 
ke etc.) mit dem markierten, zu verdrangenden Antigen 
wieder beladen werden und zur nachsten Probenahme 
verwendet werden. Auch bei dieser Beladung mit der 
Indikationsverbindung (markierten Antigen) ist eine 
leichtsichtbare Markierung von besonderem Vorteil, 
denn man erkennt sofort den Beladungszustand und da- 
mit den Zeitpunkt, wenn keine iiberschiissige Markie- 
rungssubstanz beim SpUlvorgang mehr aus der Sammelzo- 
ne austritt. 



Durch die freie Wahl einer optimalen Analysemethode 
fUr den erf indungsgemaB abgetrennten und ange- 
reicherten Analyten, ergeben sich bezUglich der ent- 
scheidenden Analysen- und Bestimmungsmethode beson- 
ders vorteilhafte Freiheitsgrade, die zusatzlich we- 
gen der Abtrennung storender Beimengungen zu beson- 
ders zuverlassigen und richtigen Analysenbefunden 
fuhren. 



Ein Einsatz dieser selbstkontrollierenden Analyt-Sam- 
mel-Vorrichtung verbessert dadurch die Nachweisgren- 
zen und Richtigkeit von Spurenanalysen in gasformigen 
und fliissigen Proben bei gleichzeitiger Vereinfachung 
und Zeitersparnis. Die Erfindung stellt dadurch eine 
entscheidende Weiterentwicklung alle bekannten, auf 
eine Verdrangungsreaktion basierender Bio- oder Immu- 
no-Assays dar, die demgegeniiber keinerlei Bestim- 
mungsmethodenfreiheit aufweisen. 



35 



Dementsprechend lost die Erfindung mehrere Probleme 
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der Spurenanalyse von gasformigen und fliissigen Pro- 
ben, die durch die bekannte Immuno-Assays und Priif- 
rohrtechniken allein nicht gelost werden. 

Mit der vorliegenden Erfindung werden die folgenden, 
besonders fiir die Spurenanalyse extrem bedeutsamen 
Vorteile erreicht: 

a) Der aktuelle Beladungszustand der betreffenden 
Sammelvorrichtung kann sofort erkannt werden, 
d.h. neu und frisch kann von dem Zustand alt, 
gebraucht oder noch analyt-beladen oder mit an- 
deren Stoffen abgesattigt, auf Anhieb unter- 
schieden werden. 

b) Es ist erkennbar, ob in der Probematrix der zu 
analysierende Stoff Uberhaupt in nennenswerten 
Mengen vorhanden ist; denn wenn die Markierungs- 
zone sich nicht wahrend des Durchleitens der 
Probe verandert, ist nichts vorhanden, was spa- 
ter zu analysieren ware, was Analysenzeit, -ko- 
sten und Chemikalien-Abfall spart. Auflerdem kann 
dadurch nahezu automatisch und in-situ und ohne 
Vorinformation iiber zu erwartende Analytkonzen- 
trationen eine optimale Probenmenge gezogen wer- 
den. 

c) Nach einer geeigneten Kalibrierung kann aus dem 
Abschnitt, bei dem die Indikationssubstanz durch 
den Analyten verdrangt wurde, die bis dahin ge- 
sammelte Menge ermittelt werden (Prufrohrchen- 
Prinzip) . 

d) Es ist sofort feststellbar , wenn die Kapazitat 
einer Probenahme-Vorrichtung dem Ende zugeht 
oder bereits Uberschritten wurde, was Analysen- 
fehler verhindert. 

e) Es werden keine weiteren Probenahmevorrichtungen 
in Serie benotigt, urn das Durchbrennen zu ver- 
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hindem, was den Druckverlust in Grenzen halt 
und Arbeitszeit fur die gesonderte Aufarbeitung 
erspart . 

Die Sammel- und Abtrennvorrichtungen sind weiter 
miniaturisierbar und benotigen aus Sicherheits- 
griinden nicht eine so lange Durchf luB-Strecke 
der Sammelphase, sondern konnen wegen der Kon- 
trollmoglichkeit mit vergroBerten , durchstrbmten 
Flachen arbeiten, was zu einem geringeren Druck- 
verlust ftthrt und weniger Pumpleistung erfor- 
dert. 

Bei der Gewinnung der so gesammlten Analyten 
durch Eluation der so gleichzeitig von der Pro- 
benmatrix abgetrennten Analyte ist die Menge an 
Eluationsmittel, die zur verlustlosen Aus- 
waschung der gesamten, gesammelten Analytmenge 
notwendig ist, diejenige, die auch die noch vor- 
liegende Menge der markierten Verbindung aus der 
Probenahmevorrichtung verdrangt. Dies verhindert 
eine uberfliissige Verdiinnung. 

Die Abmessungen der Sammelvorrichtung und damit 
auch ihre gesamte Sammelkapazitat kann der nach- 
folgenden analytischen Bestimmungsmethode genau 
angepaBt werden, d.h., wenn durch das Verschwin- 
den der markierten Sammelzone eine fiir die nach- 
folgende Bestimmung optiitiale Probemenge gesam- 
inelt wurde, kann der Sammel vorgang abgebrochen 
werden und die genaue Analytbestinunung beginnen. 
Durch die analytkonzentrationsabhangige Probe- 
nahmezeit werden unniitze Sammelzeiten, die evtl. 
zu zu hohen Analytanreicherungen fiihren und wie- 
der einen zusatz lichen Verdunnungsschritt vor 
der Bestimmung erfordern, vermieden. 
Bei einer stochiometrisch konstanten Verdrangung 
von leichter gebundenen, entsprechend markierten 
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Rezeptor-Partnern kann bei gefahrlichen Analyten 
(z.B. Toxinen, Viren, Bakterien oder dergl.) auf 
eine 2U starke Anreicherung und anschlieBende 
Eluation verzichtet werden, wenn die Markierung 
5 ein DNA/RNA-Label darstellt, das mit der bekann- 

ten PCR-Technik extrem empfindlich bestimmbar 
ist. 

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung werden in den Fi- 
10 guren l bis 7 erlautert. 

In Fig. l ist eine besonders vorteilhaf te, weil ein- 
fache optische Version der Erfindung schematisch dar- 
gestellt. Dazu ist ein Glas- oder Quarzrohr (UV- 

15 durchlassig) l mit der betreffenden analyt-optimier- 

ten Sammelphase 2 mit einem inerten Material 7, Re- 
zeptoren 6 und Indikationssubstanz 5 unter Verwendung 
von zwei Fixierungselementen aus Glas- oder Quarzwol- 
le oder entsprechenden Fritten 3 gefUllt. Bei Verwen- 

20 dung intensiv gefarbter geeigneter Indikationsstoffe 

oder Antigen-Konjugaten mit besonders groBen moleku- 
laren Extinktionskoef f izienten (wie z.B. Phorphyrine, 
Carotinoide, Kristallviolett, etc.) kann anhand der 
entfarbten Zone in der Vorrichtung die jeweils noch 

25 aktuell vorhandene Sammelkapazitat sofort abgelesen 

werden. Nach entsprechender Kalibration ist dadurch 
auch die Dosis zusatzlich errechenbar. 

Farbige, durch die Analytmolekiile zu verdrangende 
30 Antigene erhalt man aus dem Analytmolekul selbst, 

indem es chemisch mit bekannten, stabilen und inten- 
siv gefarbten Farbstoffen oder chromophoren Gruppen 
kovalent verbunden wird. Es konnen aber auch dem Ana- 
lyten Shnliche Molekiile mit eindeutig schwScherer 
55 Affinitat zur Anreicherungsphase dazu verwendet wer- 
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den. Bei einer nicht immunochemischen Analytbindung 
kann durch eine geeignete Wahl der chemischen Eigen- 
schaft der chroraophoren Oder fluorophoren Gruppe die 
Lipophilie des Markierungsmolekiils (Indikationssub- 
5 stanz) eingestellt werden. 

Aus Griinden der Empf indlichkeit sind alle bekannten, 
stabilen Fluoreszenzmarkierungen aus der Immuno-Assay 
Oder Immuno-Sensor-Technik hier besonders gut geeig- 

10 net. Die genaue Art spielt hier keine Rolle. Hierzu 

muB dann das Probenahmerohrchen 1 mit der betreffen- 
den, bekannten Anregungswellenlange iiber eine Strah- 
lungsquelle 4 beleuchtet werden. Vorteilhaft ist hier 
eine Fluoreszenz im sichtbaren Bereich des Lichtes, 

15 da dann die analyt-beladene, nicht-f luoreszierende 

Zone leicht und einfach zu erkennen ist. 

Fig. 2 zeigt ein Ausfiihrungsbeispiel mittels einer 
Detektoranzeige 8, die erf indungsgemaB dann angewandt 

20 werden kann, wenn die Probensammelvorrichtung fur 

Licht undurchlassig ist oder wenn eine elektrochemi- 
sche Markierung, wie beispielsweise Ferrocen, oder 
Molektile mit einer chinoiden Struktur oder mit ande- 
ren gut zu reduzierenden oder oxidierenden Gruppen 

25 bzw. anderer Sensor-Markierung an das Analytmolekul 

gekoppelt ist. Hier ist zur Anzeige des Beladungszu- 
standes und damit der Funktionsweise entweder an den 
inneren Gef aBwandungen des Sammelrohrchens ein die 
gesamte Sammelphase iiberstreichendes Elektrodenarray 

30 oder ein zusStzlicher externer Durchf luBdetektor 8 

erforderlich. Alternativ kann selbstverstSndlich an 
dieser Stelle auch ein entsprechender pptischer 
Durchf luBdetektor zur integralen Erfassung der ver- 
drangten Markermolekvile verwendet werden. 
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Fig. 3 zeigt ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel mit 
einer weiteren Markierungsart. So konnen beispiels- 
weise auch Enzyme als Marker fiir die zu verdrangenden 
Analytmolekiil-Konjugat-Verbindung eingesetzt werden. 
5 Hier muB allerdings vor den Detektor Uber eine 

Zugabevorrichtung 9 ein entsprechendes Substrat, wel- 
ches von der verdrangten enzymmarkierten Verbindung 
in ein detektionsfahiges Produkt umgewandelt wird, 
zugefiihrt werden. Besonders geeignet, da bereits we- 

10 gen ihrer Verwendung bei entsprechenden Immuno-Assays 

kommerziell vorhanden, sind Analytmarkierungen mit 
beispielsweise Glucoseoxidase (GOD) oder alkalische 
Peroxidase (POD) oder Phosphatase, bei denen in Ge- 
genwart dieser Enzyme (verdrangt von der Anreiche- 

15 rungs- und Sammelzone) aus den zuzusetzenden Substra- 

ten Glucose, resp. Wasserstof fperoxid, resp. p-Amin- 
obenzoylphosphat, elektrochemisch sehr gut anzuzei- 
gende Verbindungen entstehen, die dem Durchschnitts- 
fachmann gelaufig sind. 

20 

Fig. 4 zeigt ein schematisiertes Ausfuhrungsbeispiel 
fiir eine optimale in-situ Probenvorbereitung bei gas- 
formigen und fliissigen Proben. Bei gasformigen Proben 
wird das zu untersuchende Gas vor dem Aufgeben auf 

25 die Sammelvorrichtung mittels eines sog. Scrubbers 10 

(Gaswascher) von den Analyten guantitativ befreit und 
letzterer in eine fltissige Phase iiberfiihrt. Diese 
flussige Phase kann aus einer waBrigen Puf f erlosung, 
aber auch - je nach StabilitSt der Rezeptormolekvile - 

30 auch aus einem organischen Losungsmittel bestehen. 

Die die Analyte enthaltenden Flussigkeiten werden 
dann durch die Sammelvorrichtung geleitet, wo eine 
Abtrennung und selektive Anreicherung der Analyte 
erfolgt. 
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Bei fliissigen Prober, wird vorteilhafterweise dem Pro- 
benstrora durch eine immunochemische Sammelvorrichtung 
auch noch eine kleine Menge einer Pufferlosung mit 
hoher Pufferkapazitat zugemischt. Der pH-Wert soli 
dem, bei dem eine optimale Anbindung des Analyten an 
die betreffende Bindungsstelle stattfindet, entspre- 
chen. 



Fig. 5 zeigt ein Vorrichtungsbeispiel mit kaskaden- 
artiger Anordnung der Sammelphasentrager, die auch 
zur gleichzeitigen Sammlung mehrerer Analyte eine 
unterschiedliche Selektivitat haben konnen. 

Fig. 6 zeigt ein weiteres Beispiel einer Sammelvor- 
richtung auf Basis der Dialyseschlauch-Anordnung mit 
parallelen Einzelschlauchen, was zu hohen Beladungs- 
kapazitaten fiihrt. 

Fig. 7 zeigt einen biologischen Anwendungsfall, bei 
dem der oder die Analyte so gefahrlich sind, daB nur 
minimale Mengen davon gesammelt werden und jene auch 
in einer vor eine Spritze n auf zusetzenden Kartusche 
12 mit selektiver Sammelphase verbleiben. Hier wird 
durch Ansaugen uber die Nadel 13 die Probe Uber diese 
rezeptorbeladene Phase geleitet, wodurch dann eine 
Mquivalente Menge der harmlosen Indikationssubstanz 
14 beim Zuruckschieben des Spritzenkolbens fur eine 
weitergehende Analyse freigesetzt wird. Besonders 
vorteilhaft ist in solchen Fallen eine Markierung 
mittels DNA/RNA-Labeln, da dann die PCR-Technik zur 
Analyse dieser Spuren eingesetzt werden kann. 
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5 Patentanspruche 



1. Vorrichtung zur Probenahme bei gasformigen und 
fliissigen Proben zum Zwecke einer selektiven 
10 Anreicherung und Matrixabtrennung von zu bestim- 

menden Stoffen und/oder biologischen Systemen 
(Analyten) mit integrierter Dosimeter-Anzeige 
als Funktionsanzeige, 

dadurch gekennzeich.net; 

15 daS der jeweils aktuelle Beladungszustand von 

analyt- und/oder stof fgruppen- oder biosystem- 
selektiven Sammelphasen mittels Markierung durch 
eine Indikationssubstanz feststellbar ist, in 
dem in der Verbindung die Verdrangung der Indi- 

20 kationssubstanz aus spezifischen Bindungsstellen 

der Sammelphasen durch die zu sanunelnden Stof- 
fe/Biosysteme als Dosimeter und zu ihrer Funk- 
tionsiiberpriifung einsetzbar ist. 

25 2. Vorrichtung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB in der markierten Sammelzone der Vorrichtung 
geometrische Formen verwirklicht sind, die eine 
Quantif izierung iiber eine Streckenskala oder ein 

30 Abzahlen von von Indikationssubstanz-f reien Zo- 

nen der Sammelbbden (ohne Markierung) ermogli- 
chen. 
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Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet, 
dafl die analyt-selektiven und markierten Sammel- 
phasen auf inerte Trager immobilisiert sind, die 
als korniges Schiittgut mit mittleren Durchmes- 
sern im Mikrometermaflstab in lichtdurchlassigen, 
rohren- oder schlauchformigen oder rechteckigen 
Durchstrom-Anordnungen einen minimalen Druckver- 
lust ergeben und dafi die durch Verdrangung der 
Indikationssubstanz durch Analytmolekiile ent- 
standene markierungsfreie Zone, die gut sichtbar 
ist, eine schnelle und einfache, mit dem bloBen 
Auge feststellbare Quantif izierung ermoglicht. 

Vorrichtung nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die inerten Trager fur die analyt-selektiven 
und markierten Sammelphasen durchlSssige und 
undurchlassige Folien sind, die entweder kaska- 
denartig mit groflem Querschnitt hintereinander 
geschaltet senkrecht zu ihrer Oberflache von der 
Probe durchstromt werden oder die parallel zur 
Oberflache in einer aufgerollten Form, mit defi- 
nierten Abstandshaltern versehen, mit der Probe 
beaufschlagt werden, wobei eine oder beide Tra- 
ger-Oberflachen mit der Sammelphase belegt sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet , 
dafl bei kaskadenf ormiger Anordnung der inerten 
Trager, diese verschiedene, unterschiedliche 
Analyte bindende Sammel-materialien enthalten 
und dadurch eine Multi-Dosimeter-Anordnung aus- 
gebildet ist. 
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Vorrichtung nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die inerten Trager einzeln Oder gebiindelt 
angeordnete, schlauch- oder rohrenf ormige Mem- 
branen oder Kapillaren sind, wobei die 
Druchstromung mit der Probe beidseitig simultan 
oder sequent iell, d.h. erst aufien vorbei und 
danach innen durch die Schlauche, Rohren, Kapil- 
laren oder umgekehrt, erfolgt. 

Vorrichtung nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichn e t , 
daB die schlauchf ormigen Membranen Dialysier- 
Anordnungen aus dem medizinischen Bereich sind, 
die Sammelphasen nach den Methoden der gerichte- 
ten kovalenten Anbindung auf die Oberflachen der 
Dialysierschlauche iranobilisiert sind und daB 
durch einen zusatzlichen osmotischen Gradienten 
iiber der Dialysiermembran ein gesteigerter L6- 
sungsmittelfluB senkrecht zur Membranoberf lache 
erzeugbar ist, der die Analyt-Anbindungskinetik 
unterstiitzt. 

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die markierten und selektiv analyt-bindenden 
Sammelphasen entweder den zu bestimmenden Stoff 
selektiv binden oder eine zu bestimmende Stoff- 
klasse bzw. das zu sammelnde biologische System 
selektiv durch Bindung aus dem Probenstromquan- 
titativ entfernen. 

Vorrichtung nach Anspruch 3 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB als markierte analyt-bindende Sammelphase 
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den zu sammelnden Stoffen entsprechende selektiv 
wirkende Rezeptoren in einer molekularen Orien- 
tierung mit zugSnglichen Bindungsstellen auf den 
Trageroberf lachen immobilisiert sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi die selektiv analyt-bindende Rezeptoren fol- 
gende Molekiil-Klassen oder Mischungen von ver- 
schiedenen, zu einer Klasse gehorigen oder ver- 
schiedenen Klassen angehbrenden Rezeptoren um- 
fassen: 

a) immunologische Antikorper oder Antikorper- 
Fragmente mit den zu sammelnden Stoffen 
oder Biosystemen als Antigen; 

b) komplimentare DNA/RNA zu der, die es iso- 
liert oder gebunden zu samroeln gilt (DNA- 
Sonden-Prinzip) ; 

c) supra-molekulare Wirts-Gast-Verbindungen; 

d) durch "Molecular-Imprinting l, -Technik gewon- 
nene, selektiv die komplimentare Analyt- 
Molekiilf orm-erkennende Ober f lachen ; 

e) stationare Phasen der Chromatographie ; 
wobei bei den Molekiil-Klassen a) bis c) ein 
nicht auf der Trageroberf lache immobilisierter 
Partner aus den Proben gesammelt wird. 

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 und 10, 
dadurch gek en nzeichnet , 
dafi die Rezeptoren mit einer schwacher als der 
Analyt gebundenen (assoziierten) und leicht di- 
rekt optisch (mit blofiem Auge) oder mittels ein- 
facher interner oder externer Sensoren anzeigba- 
ren Indikationssubstanz als Markerverbindung 
abgesattigt sind. 
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12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Indikationssubstanz ein dem oder der 
Analytenstruktur formelmaBig oder physikalisch- 

5 chemisch ahnliches Molekiil enthalt, das die Ei- 

genschaft hat, von den zu sammelnden Stoffen 
leicht aus der spezifischen Bindung und Assozia- 
tion mit dem Rezeptor verdrangt zu werden und 
direkt optisch oder indirekt mittels interner 
10 oder externer Sensoren feststellbar ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Indikationssubstanz das Analytmolekiil 

15 oder die zu sammelnden Stoffe oder biochemischen 

Systeme selbst, modifiziert durch eine Marker- 
Atomgruppierung, enhalt. 

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

daB sie einen Durchf luBdetektor aufweist, der 
iiber das Integral des Durchf luB-Signa Is von der 
markierten, von den Analyten verdrangten Indika- 
tionssubstanz den aktuellen Zustand der Sammel- 
25 vorrichtung anzeigt und eine Summendosis angibt. 



15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Quantif izierung der durch die zu sam- 
melnden Stoffe verdrangten Indikationssubstanzen 
mittels interner oder externer Sensoren auf op- 
tischer, massensensitiver , kalorimetrischen oder 
elektrochemischen Basis erfolgt. 
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16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB sie ein zur Probenstrbmung paralleles linea- 
res Sensor-Array enthalt, das auf einem ange- 

5 schlossenen Rechner eine Zustands-Anzeige (Bele- 

gungsgrad) und Dosis-Quantif izierung ermoglicht. 

17. Verfahren zur Probenahme bei gasformigen und 
fliissigen Proben zum Zwecke einer Selektion An- 
reicherung und Matrixabtrennung mindestens eines 
Analysen kombiniert mit einer dosimeter-ahnli- 
chen Quant if izierung. 

dadurch gekennzeichnet, 
daB analyt- und/oder stof f gruppen- oder biosy- 
stem-selektive Sammelphasen vor jeder Probenahme 
mit mindestens einer stabilen und leicht fest- 
stellbaren Indikationssubstanz beladen werden, 
die wahrend eines Sammelvorgangs von den zu sam- 
melnden Stof f en/Biosystemen von der Oberflache 
der Sammelphase verdrangt wird, wobei sich die 
Analyt-Dosis aus der Menge der analyt-verdrang- 
ten Indikationssubstanz (markierungsfreie Zone) 
ergibt, die durch eine Streckenmessung oder mit- 
tels eines integrierten Detektorsignals erfaBt 
wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Analyte mittels eines Eluationsmittels 

30 aus der Probenahme-Vorrichtung entfernt und ei- 

ner weiteren chemischen Analyse zugefiihrt wer- 
den. 



15 
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19. Verfahren nach Anspruch 17, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl bei gefahrlichen (toxischen) Analyten auf 
5 eine zu groBe Anreicherung verzichtet wird, wozu 

als zu verdrangende Indikationssubstanz ein 
schwacher gebundener Partner des betreffenden 
Rezeptors, der mit einem DNA/RNA-Label versehen 
ist, gewahlt wird und die vom Analyten freige- 
10 setzte aquivalente Menge der so markierten In- 

dikationssubstanz mittels extrem empf indlichen 
PCR-Technik gemessen wird. 



Verfahren nach Anspruch 17, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl Hilfsreagenzien zur Feststellung des Ausma- 
Bes der Markierungsverdrangung in den Proben- 
oder Fliissigkeitsstrom eingespeist werden. 

Verfahren nach den Anspriichen 19 oder 20, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Vorrichtung in Form einer rezeptorge- 
fiillten Kartusche an einer medizinischen Nadel 
Oder Spritze p'ositioniert wird und nach dem An- 
saugen eines bestinunten Probevolumens die vor 
dem darin enthaltenen Analyten verdrangten DNA/- 
RNA-gelabelten Indikationssubstanz-Molekiile in 
einen anderen Behalter zur weiteren PCR-basie- 
renden Quantif izierung iiberspiilt werden. 
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